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Izvleček 
Namen: Namen naše asociacijske študije je najti povezavo med polimorfizmih posameznega 
nukeotida izbranih genov CYP1A1, CYP1B1, CYP2A13 in COMT  in miomi maternice. Pri tem 
smo želeli ugotoviti ali obstajajo genetski označevalci, povezani z večjo verjetnostjo 
nastanka miomov maternice pri slovenskih bolnicah ter s primerjavo kliničnih podatkov in 
rezultatov  genske analize razlikovati med solitarnimi miomi maternice in multiplimi miomi 
maternice. 
Hipoteza: Na podlagi objavljane literature smo v raziskavi postavili dve hipotezi. Prvič: 
Bolnice se bodo razlikovale od zdravih kontrol brez miomov maternice v genskih 
polimorfizmih  genov CYP1A1(rs1799814), CYP1B1(rs1056837), CYP2A13(rs13809886) in 
COMT(rs4680). Drugič: Bolnice s solitarnimi miomi se bodo drugače razlikovale od zdravih 
kontrol v genskih polimorfizmih in epidemioloških dejavnikih tveganja kot bolnice z 
multiplimi miomi. 
Metode: V raziskavo je bilo vključenih 314 oseb; 180 bolnic z miomi maternice in 134 
kontrol. Bolnice z miomi maternice smo razdelili na podskupino z solitarnimi in 
podskupino z multiplimi miomi. Kontrolno skupino so sestavljale preiskovnje z 
dokazano odsotnostjo miomov in posamezniki iz splošne populacije. Nato smo 
primerjali bolnice s kontrolami v genskih polimorfizmih CYP1A1(rs1799814), 
CYP1B1(rs1056837), CYP2A13(rs13809886) in COMT(rs4680).  Klinične podatke smo zbrali 
z vprašalniki, genske polimorfizme smo določili z izolacijo DNK levkocitov venske krvi, 
nato pa smo opravili gensko tipizacijo z metodo PCR-RFLP ter metodo HRM. 
Rezultati: Statistično pomembna povezava je bila odkrita med rs1056837 (CYP1B1) v 
genotipu AA v primerjavi z genotipoma AG in GG in povečanim tveganjem za razvoj MM (p = 
0,0001 OR = 3,315, 95% C.I. = 1,788-6,146).  Druga pomembna asociacija je bila najdena med 
rs1056837 (CYP1B1) in povečanim tveganjem za razvoj MM v genotipu GG v primerjavi z 
genotipom AA in AG (p = 0,026 OR = 2,033, 95% C.I. = 1,099-3,761). Prav tako smo našli 
povezavo med rs1056837 (CYP1B1) in anamnestičnim podatkom prebolelega vnetja rodil pri 
bolnicah z multiplimi miomi maternice (p = 0,002 OR = 0,0262, 95% C.I. = 0,112-0,613). 
Zaključki: Kot prvi smo izvedli asociacijsko študijo izbranih SNP v kandidatnih genih CYP1A1, 
CYP1B1, CYP2A13 ter COMT  in pojavnost MM pri slovenski populaciji. Dokazali smo, da se 
bolnice z MM statistično signifikantno razlikujejo od zdravih kontrol v SNP rs1056837 glede 
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genotipa AA ter GG, ki povečujejo tveganje za nastanek bolezni. Slednje smo dokazali s 
statistično analizo klasičnega dominantnega in recesivnega modela in s tem smo ugotovili, 
da imata oba homozigota približno enako dovzetnost za bolezen, hkrati pa so bili 
heterozigoti v 90% zdravi. Iz tega lahko sklepamo, da je pri genu CYP1B1 ko-dominanten 
vpliv alelov na nastanek bolezni. Z analizo kliničnih podatkov, in sicer kajenje, čas jemanja 
OKC, prisotnost vnetja rodil ter nivo estradiola kot faktor tveganja za nastanek bolezni in 
primerjavo le-teh ter genetske predispozicije, smo dokazali tudi vpliv le-teh na samo 
patogenezo.  
 
Abstract 
Purpose: Our purpose was to assess whether gene polymorphisms in  CYP1A1 (rs1799814), 
CYP1B1 (rs1056837), CYP2A13 (rs13809886) andCOMT (rs4680) are associated with uterine 
leiomyomas and to evaluate differences in epidemiological and genetic factors among 
women with solitary and multiple uterine leiomyomas. While reviewing gene association 
studies we discovered that different gene candidates show different appearance in varies 
populations. Therefore we wanted to research if there is any significant correlation between 
our selected gene polymorphisms and Slovenian population. 
Hypothesis: Based on published genetic association studies and known literature we 
proposed two hypothesis. First, women with leiomyomas will differ from healthy controls in 
gene polymorphisms in CYP1A1, CYP1B1, CYP2A13 and COMT. Second, women with solitary 
leiomyomas will differ differently from healthy controls in gene polymorphisms and 
epidemiological factors than women with multiple leiomyomas. 
Methods: The study population consisted of 180 patients with uterine leiomyoma and 134 
persons as control, total 314. Both groups were divided into 2 subgroups. We compared 
patients with controls in the genetic polymorphisms for CYP1A1 (rs1799814), CYP1B1 
(rs1056837), CYP2A13 (rs13809886) and COMT (rs4680), which were analysed by polymerase 
chain reaction restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) and HRM method. 
Clinical data was collected with a questionnaire. Gene polymorphisms were determined from 
DNA, which was isolated from blood leukocytes. 
Results The AA genotype of rs1056837 (CYP1B1) was significantly associated with increased 
risk of ULM compared to both the AG and GG (p = 0,0001 OR = 3,315, 95% C.I. = 1,788-6,146). 
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Additionally we found that the GG genotype of rs1056837 (CYP1B1) was significantly 
associated with increased risk of ULM compared to both the AA and AG (p = 0,026 OR = 2,033, 
95% C.I. = 1,099-3,761).  Our study also shows rs1056837 (CYP1B1) significant association 
between multiple ULM and inflammation of genital tract. Latter may contribute to 
susceptibility of ULM development and that rs1056837 (CYP1B1) can predispose patients to 
develop multiple ULM. 
Conclusion: For the first time we did an association study between candidate SNP CYP1A1, 
CYP1B1, CYP2A13 and COMT with susceptibility of ULM development in population of Slovene 
patients. We showed that patients with ULM significantly differ from control group in 
genotype AA and AG in SNP rs1056837, which contribute to higher risk of ULM development. 
With a statistical analysis of dominant and recessive model, we proved that both 
homozygotes show the same susceptibility of ULM development, but at the same time, 
heterozygotes were in 90 % healthy.  From that we conclude, that gene CYP1B1 possesses 
co-dominant inheritance for disease development. With analysis of clinical data (smoking, 
oral contraceptive usage, inflammation of genital tract and estradiol levels and comparison 
of those with genetic predisposition, we proved that our clinical data has an important effect 
on pathogenesis of ULM. 
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1. UVOD 
 
1.1. Epidemiologija 
Miomi maternice (v nadaljevanju MM) so najpogostejša benigna neoplazma v mali medenici 
žensk, ki se glede na ameriške študije pojavlja pri približno 50% žensk po 30 letu, nekoliko 
pogosteje pri temnopoltih [1]. Študije opravljene na evropskih tleh sicer kažejo nekoliko 
nižjo prevalenco, tako angleška študija iz leta 2008 poroča incidenco 29,9% [2], poljske 
študije ocenjujejo incidenco med 20-40% [3], medtem ko podatki za Slovenijo niso znani. 
Najpogosteje so odkriti med 30 letom ter nastopom menopavze, kar je pogojeno z njihovo 
hormonsko odvisnostjo. Kljub visoki prevalenci resnejše težave opisuje le 15-50% bolnic z 
miomi [4]. 
1.2. Etiopatogeneza 
Etiologija MM do danes še ni povsem pojasnjena. Danes se smatrajo kot verjeten vzrok za 
nastanek opisane hormonski, genetski in okolijski dejavniki [4]. Predpostavlja se, da MM 
vzniknejo bodisi iz matičnih celic, ki se nahajajo se v vezivnem tkivu miometrija in se 
aktivirajo pod hormonskimi vplivi ter tako ob parakrinem delovanju z matičnimi celicami 
miometrija vodijo tumorogenezo bodisi s proliferacijo že diferenciranih celic miometrija 
[4][5][6]. Po svoji karakteristiki so MM bolj podobni celicam miometrija med nosečnostjo, 
kjer ob hipertrofiji nastopi tudi proces proliferacije celic, kot pa celicam miometrija ne 
nosečih žensk [1]. MM so sicer smatrani kot ena bolezen, a so po svojih karakteristikah lahko 
pomembno različni. Tako imamo enostavne solitarne miome (v nadaljevanju SMM), kateri se 
pojavljajo posamezno in se po odstranitvi ne ponavljajo ter kompleksnejše multiple miome 
(v nadaljevanju MMM), ki označujejo 3 ali več MM. Nastopijo tudi pri mlajših letih [9], nadalje 
jih lahko pa delimo tudi glede na lego v steni maternice, tako poznamo submukozne, 
intramuralne ter subserzoune miome [7]. 
Iz genetskega vidika sta pomembna dva vidika v procesu tumorogeneze, namreč prvotna 
mutacije in nadaljnja izguba inhibicije oz. nekontrolirana rast mutiranih celic. Sam kariotip 
bolnic je po podatkih citogenetskih študij pri 60 % normalen (46,XX), pri ostalih pa se 
pojavljajo bodisi numerične bodisi strukturne anomalije [1][8]. Najpogosteje je vzrok 
translokacija na kromosomih (t12;14)(q14-15; q23-24), katera je odkrita pri kar polovici 
primerov bolnic z abnormalnih kariotipom, kajti na tem mestu se nahaja visoko mobilna 
skupina AT-hook2 (ang. high mobility group AT-hook2; v nadaljevanju:HMGA2) [8]. Pogosto 
so odkrite tudi trisomija 12, delecije na kromosomih 7 (q22q3), 3q in 1p ter zamenjave 6p21, 
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10q22 in 13q21-q22 [1][8]. Danes se sklepa, da imata HGMA2 tako kot tudi vloga visoko 
mobilna skupina AT-hook1 (ang. high mobility group AT-hook1: HGMA1), katera je kodirana 
na področju dolge ročice kromosoma 6, pomembno vlogo pri diferenciaciji, rasti ter apoptozi 
in tako bi lahko mutacije v omenjenem področju privedle do tumorogeneze [8]. Do sedaj je 
potrjena vloga treh genov, med katerimi velja izpostaviti še posebej somatske mutacije 
področji MED12 ter HMGA2 in vloga CYP17A1 pri katerem je opisana protektivna vloga [4][9]. 
Poleg samih opisanih sprememb pa se pojavljajo tudi domneve o vplivu polimorfizmov 
posameznega nukleotida (ang. Single Nucleotide Polymorphism; v nadaljevanju: SNP) kot 
možen vzrok za nastanek miomov [8]. To so mutacije enega samega baznega para na 
določenem lokusu molekule DNK, katere pa lahko vplivajo na gensko izražanje ter tako 
pogojujejo k nastanku oziroma poteku patologije. 
Ob genetskih vzrokih je že dalj časa opisan vpliv hormonov, predvsem estrogena ter 
progesterona na samo rast MM [1]. Celice maternice, tako tudi zarodne celice ter 
gladkomišične celice iz katerih se predpostavlja, da vzniknejo MM, so konstantno 
izpostavljene estrogenski stimulaciji iz ovarija, kot tudi lokalno estrogenu, ki nastane iz 
aromataz miomov. Ta estrogen preko estrogenskih receptorjev α vpliva na ekspresijo 
progesteronih receptorjev na celicah mioma [1]. Slednjo teorijo podpirajo tudi študije, ki so 
preučevale vpliv selektivnih modulatorjev estrogenskih receptorjev(v nadaljevanju SERM) 
ter selektivnih modulatorjev progesteronskih receptorjev(v nadaljevanju SPRM), ob katerih 
se je velikost MM zmanjšala in se je pojavila apoptoza ter inhibirala celična proliferacija 
[1][10][11]. A kljub jasni povezanosti omenjene vloge ni za precenjevati, kajti podatki pri 
bolnicah z MMM, katerih maternica je izpostavljena enakim količinam estrogena ter 
progesterona, ob tem pa miomi prikažejo različno rast, razkrivajo, da opisan mehanizem ni 
ključen del v etiologiji, ampak le en izmed faktorjev, ki pogojuje proliferacijo oz. izgubo 
inhibicije in kontrole normalne rasti [5]. Progesteron s svojim delovanjem zavira ekspresijo 
tumor nekrotizirajočega faktorja alfa(v nadaljevanju: TNF- α) [1]. Preko svojih receptorjev 
modulira tudi transkripcijo genov in vpliva na sekundarni sporočilni sistem kar vodi v večjo 
proliferacijo celic miomov. Študije[12][13] opisujejo tudi znižano koncentracijo vaskularnih 
endotelinih rastnih faktorjev(ang. vascular endothelial growth factor; v nadaljevanju: VEGF) 
ob uporabi SPRM, kar daje slutiti tudi dodatne načine preko katerih progesteron pogojuje 
rast miomov. Tako kombinacija estrogena in progesterona potencirata proliferacijo, preko 
svojih hormonskih mehanizmov zavreta apoptozo, ker v kombinaciji potencira rast MM [1]. 
Med okolijske dejavnike spadajo substance, t.i. eksoestrogeni, ki imajo sposobnost vezave 
na estrogenski receptor miometrija, kar izzove bodisi agonistični oz. antagonistični odgovor. 
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S tem vplivajo na potek preobrazbe MM, ni pa dokazov, da bi bili ob tem sposobni voditi v 
transformacijo celic gladkega mišičevja v miome. Na samo prevalenco vplivajo številni 
zunanji dejavniki kot na primer barva polti, ki se povezuje s splošno višjo ravnijo estrogena 
ter manjša tvorba vitamina D; zgodnja menarha, katera ob nastopu pred 10 letom zvišuje 
prevalenco; prekomerna telesna teža kjer adipozno tkivo deluje kot eden izmed virov 
aromataz ter zniža sintezo globulinov potrebnih za vezavo spolnih hormonov; uživanju hrane 
bogate z rdečim mesom; večje količine zaužitega piva in prisotnosti medenične vnetne 
bolezni [3][1][4][5]. 
Ekspresija genov je najnovejše znanstveno dognanje, ki ima velik pomen pri nastanku 
neoplazem. [4] S študijami genske ekspresije lahko najdemo gene, ki bi lahko bili vključeni 
v patogenezo MM, s čimer bi lahko pojasnili tudi relevanten mehanizem nastanka te bolezni. 
V preteklosti so že bile opravljene študije, kjer so preučevali gensko ekspresijo v celicah 
miomov in v normalnih celicah miometrija. Ob primerjanju miomov z normalnimi 
miometrijskimi celicami so zaznali znižan nivo transkripcije genov, kar kaže na pomembne 
spremembe v gladkomišičnih celicah miomov [4] [14]. Po natančnem pregledu literature smo 
ugotovili, da se naši kandidatni geni izražajo v tkivu in ne v krvi, zato genske ekspresije 
nismo mogli obravnavati v raziskovalni nalogi.  
1.2.1. Povezava encimov estrogenske metabolne poti z miomi maternice 
V literaturi in predhodnih raziskavah se pojavlja estrogen kot eden najpomembnejših 
dejavnikov rasti MM. Take predpostavke temeljijo na kliničnih opazovanjih, kjer so se MM 
pojavili le po menarhi, razvijali tekom reproduktivnega obdobja, povečali tekom nosečnosti 
in pogosto upadli v rasti v času menopavze. Ključni encimi CYP1A1, COMT, CYP1B1 in 
CYP2A13 so vpeti v metabolno pot estrogena in v človeškem organizmu raznoliko uravnavajo 
nivo estrogena in vivo [14]. Številne študije opisujejo tudi povezanost omenjenih 
polimorfizmov z hormonsko odvisnimi boleznimi, kot so endometrioza, karcinom dojke in 
endometrialni adenokarcinom [15][16][17][18][19]. Aktivnost teh encimov je povezana z 
genetskimi polimorfizmi in posamezne razlike v encimski aktivnosti predstavljajo enega 
izmed možnih razlogov za spremenljivost poteka bolezni, zato bi genetski polimorfizmi 
navedenih encimov lahko pomembno vplivali na pojavnost MM [20].  
1.3. Klinična slika 
Vsaj 50 % vseh bolnic je asimptomatskih, medtem ko se pri preostalih pojavljajo  simptomi, 
ki pomembno znižujejo kvaliteto življenja [7]. V klinični sliki je najpogostejši in 
najpomembnejši klinični znak nenormalna krvavitev iz maternice, ki pogosto vodi v anemijo. 
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Nenormalnosti običajno vključujejo menoragijo, dismenorejo in krvavitve med 
menstruacijami. Menoragija označuje preobilne ali prekomerne menstruacije, ki so pogosto 
edini simptom pri ženskah z MM. Krvavitve lahko povzročijo sideropenično anemijo, prav 
tako pa lahko vodijo v socialno izolacijo, zaradi konstantne skrbi za higieno in pogostega 
izogibanja družabnim aktivnostimi [21]. Prisotni so še lahko pelvična bolečina, ki ni povezana 
z menstruacijskim ciklom, občutek napihnjenosti, pogostejše odvajanje urina in spremembe 
v odvajanju blata [21]. Pelvično bolečino bolnice opisujejo kot občutek pritiska ali teže, 
podobno občutku nosečnic med rastjo intrauterine mase. Lokacija bolečine je odvisna od 
lege mioma; anteriorno ležeči povzročajo pritisk na mehur in pogostejše odvajanje urina, 
medtem ko posteriorno ležeči vplivajo na nastanek bolečine  v spodnjem delu hrbtenice. 
Nekateri MM eno- ali obojestransko pritiskajo na sečevod in povzročajo hidronefrozo [22]. 
MM, ki zapolnjujejo medenico, onemogočajo normalno mikcijo, defakacijo in spolno 
življenje (nastanek disparevnije). Akutna pelvična bolečina (v nadaljevanjuAPB) je 
najpogosteje povzročena s torzijo pediklapedikularnega MM, s cervikalno dilatacijo ob 
razrasti MM ali s krvavitvijo mioma med nosečnostjo. Večji MM potrebujejo večjo prekrvitev 
kot jo imajo na razpolago, kar vodi v ishemijo in nekrozo, ki se tudi kažeta z akutno hudo 
bolečino [22].  
Vplivi MM na motnje reprodukcije še niso natančno raziskani, domneva pa se da naj bi s svojo 
razrastjo spremenili anatomske in fiziološke značilnosti maternice [22]. Tako bi naj bili med 
posledicami neplodnost (subfertilnost), splavi in zapleti v nosečnosti [23]. 
Maligna preobrazba miomov in razvoj rakastega obolenja je izjemno redka posledica, zato 
se v literaturi bolj pojavljajo teze, ki pravijo da maligni miomi, t.i. leomiosarkomi, nastanejo 
de novo in niso povezani z benignimi miomi. V zelo redkih slučajih se miomi parazitsko 
priraščajo na omentum in črpajo kri iz njegovega žilja [22] [24]. 
1.4. Diagnostika 
Diagnostika MM je dvotirna; bodisi s kliničnim pregledom bodisi s slikovnimi preiskavami [7]. 
MM lahko nezanesljivo diagnosticiramo s kliničnim bimanualnim pregledom, kjer nam na 
miome nakazuje povečana, grčasta in razobličena materinca. Seveda je slednje odvisno od 
številka in velikosti miomov. Od slikovnih preiskav je najpogosteje uporabljena ultrazvočna 
preiskava, ki potrdi prisotnost, število, velikost in lokalizacijo miomov. Ultrazvok nam služi 
tudi kot orodje pri načrtovanju kirurških posegov in pri ugotavljanju učinkovitosti drugih 
metod zdravljenja [7]. Magnetna resonanca (MRI) je prav tako možna diagnostična metoda, 
vendar je njena uporaba omejena zaradi visokih stroškov. Z MRI lahko ocenimo natančno 
lego, velikost in število miomov, pomaga ločiti med miomi in adenomiozo ter se lahko 
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uporablja pri načrtovanju kirurških posegov [7]. Histeroskopija je uporabna  predvsem pri 
diagnostiki submukoznih miomov in subseroznih miomov. Dodatno lahko na miome pomislimo 
pri ženskah s sideropenično anemijo v laboratorijskih preiskavah [22]. 
1.5. Zdravljenje 
Pristop k zdravljenju MM je odvisen predvsem od prisotnosti simptomov, velikosti in lokacije 
lezije ter želje bolnice po ohranitvi plodnosti. Zdravimo namreč le tumorje, ki povzročajo 
simptome, rastejo hitro in so veliki. Možnosti postopanja po postavljeni diagnozi so različne: 
opazovanje rasti tumorja in klinične slike bolnice, medikamentozno zdravljenje in kirurško 
zdravljenje [7]. 
1.5.1. Opazovanje 
Pri klinično asimptomatskih pacientkah je najboljši in najenostavnejši ukrep opazovanje 
benigne tvorbe [25]. Pri opazovanju in spremljanju stanja pa smo pozorni na spremembe ali 
pričetek simptomov kot so pelvična bolečina in neobičajna krvavitev. Tudi nenadno 2- kratno 
povečanje volumna tumorja v 3-6 mesecih je opozorilni znak za poslabšanje poteka bolezni 
[25]. Velikost benigne tvorbe spremljamo z UZ, MR posnetki in rednimi letnimi ginekološkimi 
pregledi. Opazovanje pa je najboljša izbira tudi pri ženskah, ki se bližajo menopavzi, saj se 
v menopavzalnem obdobju tumorji ponavadi zmanjšajo in postanejo asimptomatski [25]. 
1.5.2. Medikamentozno zdravljenje 
Medikamentozno zdravljenje je namenjeno le kot kratkotrajna terapija, predvsem zaradi 
nevarnosti dolge uporabe  ali nedokazane boljše učinkovitosti pri dolgotrajni terapiji [26]. 
Zdravila uporabljamo kot samostojno terapijo za lajšanje simptomov ali kot preoperativni 
dodatek za zmanjšanje velikosti miomov. Medikamentozno zdravljenje delimo na 5 skupin; 
to so nehormonska zdravila, oralni kontraceptivi, analogi GnRH, SPRM in druga zdravila [27]. 
V prvo sodi nehormonsko zdravljenje, ki predstavlja alternativo za zdravljenje benignih 
tumorjev maternice [25]. Gre za nesteroidne antirevmatike(v nadaljevanju: NSAR), 
uterotonik(ergometrin) in antifibrinolitike(traneksamična kislina). NSAR se učinkoviti pri 
obvladovanju krvavitev, predvsem neorganskega izvora in lajšanju bolečin [25]. 
Traneksamična kislina inhibira tkivni aktivator plazminogena in tako deluje 
antifibrinolitično. Učinkovitost slednjih pri zdravljenju MM je sicer kontroverzna, saj je 
uporaba antifibrinolitikov povezana tudi z večjo verjetnostjo nastanka nekroze in infarkta 
miomov [25]. Za zmanjševanje krvavitev pa je učinkovit tudi ergometrin, saj povzroči zožitev 
gladkega mišičja v žilah. 
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V drugo skupino prištevamo oralne kontraceptive, ki zmanjšujejo verjetnost za nastanek in 
rast MM kar za 17 % [25]. Poleg tega je tudi zmanjšana količina izgube krvi med menstruacijo 
in skrajšanje le-te za dva dni. Oralni progesterini vplivajo na volumen miomov, ampak 
omejijo krvavitev z zmanjšanjem endometrialne hiperplazije [25]. Slednje je učinkovito 
predvsem kot predoperativna priprava vendar zaradi boljše učinkovitosti raje posegamo po 
GnRH agonistih [26][28]. 
Naslednja skupina so analogi GnRH, ki učinkovito in konstantno zmanjšujejo MM in 
omogočajo kontrolo simptomov. Analogi GnRH se vežejo na ustrezne receptorje in povečajo 
izločanje gonadotropnega hormona. Temu sledi desenzitizacija, zmanjšanje števila GnRH 
receptorjev in podaljšanje blokade gonadotropne osi [25][28]. Medikamentozno zdravljenje 
z analogi GnRH uporabljamo v glavnem preoperativno z namenom zmanjšanja volumna 
tumorja, povečanja vrednosti hematokrita in zmanjšanja potrebe po transfuziji krvi. S temi 
ukrepi imamo večjo možnost za uporabo minimalno invazivnih metod. Dolgoročna uporaba 
teh zdravil se odsvetuje, zaradi številni stranskih učinkov. To  so navali vročine, nespečnost, 
spremembe razpoloženja, glavoboli kot tudi zmanjšanje kostne gostote, ki je ena izmed 
večjih skrbi uporabe analogov GnRH [25]. Prav tako je pri uporabi analogov GnRH pred 
operacijo težja enukleacija miomov med miomektomijo ter večja verjetnost ponovitve 
tumorjev in zaradi zmanjšanja le-teh posledična manjša opaznost lezij [28]. 
Četrto skupino predstavljajo SPRM. Progesteron ima pomembno vlogo v rasti miomov in tako 
lahko s prilagajanjem progesteronske poti izkoriščamo terapevtske možnosti za zdravljenje 
MM. V letu 2012 sta se zaključili dve študiji s dokazanim pozitivnim učinkom ulipristal acetata 
(v nadaljevanju UPA) [29]. UPA zmanjšuje proliferacijo tumorskih celic ter zmanjšuje število 
rastnih faktorjev in njihovih receptorjev. Prav tako zmanjšuje nastajanje zunajceličnega 
matriksa [29].  Za razliko od GnRH agonistov, SPRM omogočajo kontrolo velikosti tumorjev 
daljše časovno obdobje, tudi do 6 mesecev po končani terapiji. UPA je zelo učinkovit tudi 
pri hitrem zaustavljanju krvavitev zaradi miomov. SPRM je najboljša terapija za ženske s 
prisotnimi simptomi, ki se ne želijo izpostavljati kirurškim postopkom. Priporočljivi so tudi 
za ženske po 40. letu, ki želijo počakati z invazivnimi postopki do menopavze [28]. 
V zadnjo skupino medikamentoznega zdravljenja prištevamo še SERM in  aromatazne 
inhibitorje, vendar so ta zdravila v fazi raziskave in tako za enkrat še niso dokazano 
učinkovita ali v uporabi [30]. 
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1.5.3. Kirurško zdravljenje 
Za kirurški poseg se odločimo ob hitri rasti mioma, sumu na maligno transformacijo lezije in 
kadar sumimo oziroma najdemo zaradi mioma znake obstrukcije sosednjih struktur. Dodatne 
indikacije za kirurško zdravljenje so še bolnice z MM, ki imajo ponavljajoče splave ter  
ženske, ki imajo težave z zanositvijo zaradi miomov. Poseg lahko opravimo na več načinov, 
in sicer so v uporabi neinvazivne, minimalno invazivne ter invazivne metode [7].  
1.5.3.1. Neinvazivne metode 
Prva izmed neinvazivih metod je MR vodena kirurgija s pomočjo usmerjenega ultrazvoka. 
Slike dajejo zdravniku točno lokacijo lezije, v katero ultrazvočni pretvornik usmeri zvočne 
valove, ki segrejejo in uničijo tkivo lezije [32]. Za to metodo so primerne le pacientke z 
miomi lokaliziranimi direktno pod anteriorno abdominalno steno, brez brazgotin v tem 
predelu [26]. 
Naslednja neinvazivna metoda je sonografsko vodena kirurgija s pomočjo visoko-intenzivno 
usmerjenega UZ. Pacientki se v budnem stanju vstavi kateter in se jo položi na napravo leže 
z obrazom navzdol, tako da je koža nad lezijo v stiku z vodo, v kateri ni prisotnih plinov 
(zaradi boljše prevodnosti). V roku 24h se naredi MR posnetek da določimo uspešnost 
zdravljenja [31]. 
1.5.3.2. Minimalno invazivne metode 
Najpogosteje uporabljena minimalno invazivna metoda je arterijska embolizacija, ki se 
uporablja kot terapija za zmanjševanje menoragije zaradi MM. Pri posegu uvedemo kateter 
po  notranji iliakalni arteriji v ascendentni del uterine arterije. Iz slednje izhaja ožilje MM. 
Nato z različnimi delci (polivinilni alkoholni delci) zamašimo povezavo med arterijo uterino 
in žiljem MM ter tako MM izključimo iz krvnega obtoka [33]. Pri embolizaciji lahko pride do 
komplikacij kot so hematom, tromboza, psevdoanevrizma  [26]. 
Naslednji minimalno invazivni metodi sta laparoskopska totalna in supracervikalna 
histerektomija, ki se uporabljata kot dokončna terapija pri ženskah, ki ne želijo imeti otrok. 
Indicirani sta pri velikosti maternice, ki je manjša od velikosti maternice nosečnice pri 13-
14 tednu gestacije. Pri totalni laparoskopski histerektomiji se odstrani celotna maternica z 
materničnim vratom  vred, med tem ko se pri supracervikalni histerektomiji odstrani le telo 
maternice, maternični vrat pa se ohrani [29]. 
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Kot minimalno invazivna metoda se smatra tudi laparoskopska miomektomija, ki omogoča 
odstranitev tumorjev preko vstopnih točk skozi abdomen. Indicirana je pri MM, ki so manjši 
od 10-12 cm [7][29]. 
Zadnja izmed minimalno invazivnih metod je histeroskopska miomektomija, katera se 
uporablja pri submokuznih MM, ki so manjši od 5 cm ter pri intramuralnih MM večjih od 5-6 
cm [29]. 
1.5.3.3. Invazivne metode 
Med invazivne metode prištevamo abdominalno miomektomijo in abdominalno 
histerektomijo, pri katerih se uporablja rez preko trebuha. Prva, kjer gre za odstranitev 
zgolj mioma iz maternice, se uporablja pri MMM in globokih miomih, ki jih ne moremo doseči 
z laparoskopskimi metodami [7]. Abdominalna histerektomija pomeni odstranitev maternice 
in predstavlja edino dokončno rešitev za zdravljenje miomov. Ker pa je to radikalna 
operacija, jo uporabimo kot zadnjo rešitev pri zdravljenju MM. Svetujemo jo predvsem pri 
bolnicah z močnimi simptomi in tudi asimptomatskih pri katerih je maternica večja kot pri 
nocečnicah v 12 tednu gestacije [32]. Za to vrsto operacije se običajno odločijo ženske tik 
pred menopavzo (40-50 let) ali tiste, ki ne želijo otrok [29] 
1.6. Namen dela in hipoteze 
Ob pregledu asociacijskih študij smo zaznali razlike v pojavnosti kandidatnih genov pri 
bolnicah z MM v različnih populacijah. Prav tako smo opazili razlike pri razvoju MM, namreč 
pojavili sta se 2 obliki bolezni – SMM in MMM. Namen naše asociacijske študije je, da 
poskušamo najti povezavo med SNP izbranih genov in boleznijo. Pri tem smo želeli ugotoviti 
ali obstajajo genetski označevalci, povezani z večjo verjetnostjo nastanka MM pri slovenskih 
bolnicah ter s primerjavo kliničnih podatkov in rezultatov  genske analize razlikovati med 
SMM in MMM. 
Na podlagi objavljane literature smo v raziskavi postavili dve hipotezi. Prvič: Bolnice se bodo 
razlikovale od zdravih kontrol brez miomov maternice v genskih polimorfizmih  genov 
CYP1A1, CYP1B1, CYP2A13 in COMT. Drugič: Bolnice s SMM se bodo drugače razlikovale od 
zdravih kontrol v genskih polimorfizmih in kliničnih dejavnikih tveganja kot bolnice z 
multiplimi miomi. 
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2. MATERIALI IN METODE 
Laboratorijski del raziskovalne naloge sva opravila v Centru za humano molekularno genetiko 
in farmakogenomiko na Medicinski fakulteti Univerze v Mariboru v študijskih letih 2014/2015 
in 2015/2016. Za začetek smo uporabila spletni portal HuGE Navigator in poiskala 
najpogostejše kandidatne gene, ki so se pojavili v najdenih asociacijskih študijah pod iskalno 
besedo ang. leiomyoma (miomi) ter izbrala 4 genske polimorfizme: CYP1A1, CYP1B1, 
CYP2A13 in COMT. Naš cilj je bil ustvariti retrospektivno kohortno študijo primerov in 
kontrol, ki temelji na asociacijski raziskavi. 
2.1. Preiskovanci in metode 
2.1.1. Preiskovanci 
V retrospektivno raziskavo smo vključili 180 bolnic s povprečno starostjo  45,3±10,3 let z MM 
z Oddelka za splošno ginekologijo in ginekološko urologijo Univerzitetnega kliničnega centra 
Maribor in 42 žensk brez MM, ki so nam služile kot kontrolna skupina. Bolnice z MM smo 
razdelili na 2 podskupini, in sicer v prvi skupini je bilo 85 bolnic s SMM, v drugi pa je bilo 96 
bolnic z MMM [8]. Kontrole so bile prav tako razdeljene v dve podskupini. Prva podskupina 
ginekoloških kontrol je vsebovala 42 žensk brez MM z diagnosticiranim prolapsom medeničnih 
organov s povprečno starostjo 45,2±9,3 let, med tem ko je bila druga podskupina pravzaprav 
splošna populacija 92 preiskovancev s povprečno starostjo 43 ± 12 let, med katerimi je bilo 
45 moških in 47 žensk.  Raziskavo je odobrila Komisija za medicinsko etična vprašanja v UKC 
Maribor (št. Odločbe 43/10/15). 
Kriteriji vključitve za bolnice: bolnice, ki so prestale operacijo MM, pri katerih je bil potrjen 
histopatološki izvid o prisotnosti MM in bolnice, ki so pisno privolile v raziskavo. 
Kriteriji izključitve za bolnice: odsotnost privolitve bolnice, drug tumor maternice, 
nosečnost. 
Kriteriji vključitve za ginekološke kontrole: pisna privolitev  v raziskavo, potrjen 
histopatološki izvid o odsotnosti miomov maternice, bolnice po histerektomiji zaradi drugih 
prolapsa medeničnih organov. 
Kriteriji izključitve za kontrole: odsotnost privolitve v raziskavo. 
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Tako bolnice kot kontrolni skupini so aktivno sodelovali z odvzemom vzorca krvi. Polna kri iz 
periferne vene je bila odvzeta vsem sodelujočim na Oddelku za splošno ginekologijo in 
ginekološko urologijo, Univerzitetnega kliničnega centra Maribor.  
2.1.1.1. Klinični podatki 
S pomočjo že zbranih vprašalnikov, izpolnjenih s strani vseh udeleženih preiskovancev, smo 
izbrali želene klinične podatke, ki smo jih vključili v študijo. Pri raziskavi smo upoštevali 
maso bolnic v kilogramih, indeks telesne teže (BMI), višina, starost, čas jemanja oralnih 
kontraceptivov (v nadaljevanju OKC), število nosečnosti, število porodov, število splavov, 
družinsko anamnezo, uživanje gestagenov, prisotnost adenimioze, trajanje ciklusa, vnetje, 
kajenje, lego mioma, serumski nivo estradiola in anamnestični podatek o prebolelem vnetju 
rodil. 
2.2. Metode 
Iz odvzetih vzorcev venske krvi smo prvo izolirali limfocitov nato pa še DNK skupaj z RNK in 
proteini. 
2.2.1. Izolacija limfocitov 
Iz vzorca periferne krvi smo prvo izolirali limfocite. To smo storili tako, da smo 12ml krvi 
prenesli v sterilno centrifugirko, ji dodali 12ml pufra PBS (raztopina fosfatnega pufra, ang. 
Phosphate-bufferedsaline) in premešali. Nato smo v novo sterilno centrifugirko odpipetirali 
12ml reagenta Ficoll-Paque® Plus (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) v skladu z navodili 
proizvajalca in mu počasi ob steni dodali 24ml suspenzije krvi in pufra PBS ter pazili, da se 
ne pomešata med seboj. Nato smo ju centrifugirali 20 min na 18°C pri 800 rotacij centrifuge 
(v nadaljevanju rcf) ter dobili 4 sloje; krvno plazmo pomešano s trombociti, fazo limfocitov, 
fazo Ficolla in fazo eritrocitov. Prvo fazo smo odsesali v novo centrifugirko in shranili na -20 
°C. Drugi sloj z limfociti smo prenesli v novo sterilno centrifugirko in jim dodali pufer PBS 
do skupne količine 20ml in centrifugirali 15 min na 18°C pri 800 rcf. Po centrifugiranju smo 
odpipetirali novonastali bistri sloj in dodali 5ml pufra PBS, mešanico dobro premešali z 
vibracijskim mešalnikom ter znova centrifugirali 15 min na 18 °C pri 800 rcf in ponovno 
odstranili bistro zgornjo fazo. Preostali so nam limfociti, iz katerih smo lahko izolirali DNK, 
RNK in proteine. Ostanek eritrocitov na dnu smo shranili na -20°C. 
2.2.2. Izolacija DNK 
Za izolacijo DNK iz limfocitov smo uporabili fenol – kloroform metodo izolacije. Limfocitom 
smo dodali 1500 µL TRI reagenta in celice razbili s pipetiranjem, da ni bilo vidnih večjih 
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koščkov. Nato smo prenesli v 2 ml centrifugirke in inkubirali 5 min na sobni temperaturi pri 
12 000 rcf. Dodali smo 300 µL kloroforma in mešali na vibracijskem mešalniku 15 s. Vzorce 
smo nato inkubirali na sobni temperaturi 2 – 15 min. Po inkubaciji je sledilo centrifugiranje 
15 min pri  4 °C na 5000 rcf, da smo dobili tri faze: spodnja rdeča – proteini, vmesna bela – 
DNK in zgornja prozorna – vodna raztopina RNK. Vodno fazo smo prenesli v svežo 
mikrocentrifugirko za izolacijo RNK, preostanek pa uporabili za izolacijo DNK in proteinov. 
V mikrocentrifugirko z DNK smo dodali 50 μL 100% etanola, da se je še bolj oborila, nato 
premešali z obračanjem in pustili 2 – 3 min na sobni temperaturi. Sledilo je centrifugiranje 
pri 5 min pri 4 °C na 5000 rcf. Nato smo odstranili zgornjo tekočo fazo in jo uporabili za 
izolacijo proteinov. Pelet DNK smo dvakrat sprali z 1 500 μL1 M natrijevem citratu v 10 % 
etanolu. Med vsakim spiranjem je pelet DNK stal (z občasnim mešanjem) najmanj 30 min. 
Nato smo centrifugirali 5 min pri 4 °C na 5000 rcf in peletu DNK dodali 1,5 mL 75 % etanola 
ter inkubirali 10 – 20 min na sobni temperaturi. Sledilo je še zadnje centrifugiranje pri 5 min 
pri 4 °C na 5000 rcf. Tekočino nad DNK smo odlili, DNK pa posušili na zraku in jo raztopili v 
400 μL čiste vode brez RNaze in po končani izolaciji raztopino shranili na 4°C. 
2.2.3. Izolacija RNK 
Ta se je nadaljevala iz predhodno izolirane raztopine RNK, ki smo ji dodali 700 μL 
izopropanola in premešali z obračanjem, vzorec inkubirali 5 – 10 min na sobni temperaturi 
in nato centrifugirali na 10 min pri 4 °C na 12 000 rcf, da je nastal viden pelet na dnu 
mikrocentrifugirke. Tekočino smo odlili ter dodali 1 500 μL 75% etanola. Sledilo je mešanje 
na vibracijskem mešalniku in centrifugiranje na 5 min pri 4 °C 12 000 rcf. Nato smo odlili 
tekočino in vzorec posušili na zraku ter raztopili v 60 μL čiste vode brez RNaze in shranili na 
–80 °C. 
2.2.4. Izolacija proteinov 
Prav tako poteka iz predhodno izoliranih DNK in RNK. Vzorcu smo dodali 2 250 μL 
izopropanola. Tako pripravljeni vzorci so stali najmanj 10 min na sobni temperaturi. Sledilo 
je centrifugiranje pri 10 min pri 4 °C na 12 000 rcf. Supernatant smo zavrgli, pelet pa sprali 
v 1,0 mL, 0.3 M gvanidinijevega hidroklorida v 95% etanolu. Izpiranje smo ponovili trikrat. 
Med vsakim izpiranjem smo vzorce inkubirali 20 min na sobni temperaturi. Sledilo je 
centrifugiranje pri 5 min pri 4 °C na 7 600 rcf. Po treh pranjih smo proteinom dodali 1,0 mL 
100% etanola in jih shranili na – 20 °C. 
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2.3. Genska tipizacija 
S postopkom genske tipizacije (v nadaljevanju genotipizacija), smo določili genotipe v 
izbranih SNP. Genotipizacijo smo izvedli z dvema metodama, in sicer z metodo analize 
talilne krivulje z visoko ločljivostjo (ang. HRM, high resolution melting, v nadaljevanju HRM) 
in z metodo verižne reakcije s polimerazo (angl. polymerase chain reaction v nadaljevanju 
PCR), ki ji je sledila metoda polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov (ang. 
restriction fragment length polymorphism, v nadaljevanju RFLP). V naši raziskovalni 
nalogi smo se osredotočili na 4 SNP, ki so jih asociacijske raziskave že povezale z MM. Naši 
izbrani SNP-ji so CYP1A1 (rs1799814), CYP1B1 (rs1056837), CYP2A13 (rs138089886) in COMT 
(rs4680). 
2.3.1.PCR 
Verižna reakcija s polimerazo je metoda molekularne biologije, s katero pomnožimo točno 
določen fragment DNK z in vitro encimsko reakcijo. Potrebno je poznati nukleotidno 
zaporedje odseka DNK, ki nas zanima ter na njegovem delu označiti dva začetna nukleotida. 
Dodatno še potrebujemo encim DNK polimerazo (Taq polimeraza), deoksinukleozidtrifosfate 
(dNTP), pufer za stabilnost polimeraze, dvovalentni kation Mg2+, ki promovira tvorbo vezi 
DNK-DNK in tvori komplekse z dNTPji ter enovalentni kation (K+) za ionsko moč reakcije. PCR 
smo izvedli v cikličnem termostatu v mikrocentrifugirkah in mikrotiterskih ploščicah. 
Postopek sestoji iz treh delov; prvi del je denaturacija genskega materiala, kjer s 
segrevanjem na 90-96°C za 20-30 sekund povzročimo razpad vodikovih vezi v dvojni vijačnici 
ter s tem dobimo eno verižno DNA. Drugi del je prileganje, kjer z znižanjem temperature na 
37-55° omogočimo povezavo med začetnimi oligonukleotidi in matrico. V zadnjem, tretjem, 
delu pride do sinteze s polimerazo, kjer encim DNA-polimeraza prebere določen del verige 
in ga hitro primerja s komplementarnimi nukleotidi. Rezultat sta dva nova heliksa na mestu 
prvega. Celotna PCR zahteva le vir toplote, encim, raztopino soli in gradnike DNA. Za vsak 
korak je optimalna temperatura različna, vendar naprave danes že avtomatično kontrolirajo 
temperaturne spremembe. Da dobimo več DNA, proces le ponovimo. Vsak cikel traja le 1-3 
min, torej nam ponavljanje procesa 45 min lahko teoretično da milijone kopij specifičnega 
DNA niza. 
2.3.2. HRM 
Analiza talilne krivulje z visoko ločljivostjo je tehnika, ki se uporablja v molekularni biologiji 
za zaznavanje raznih mutacij, na splošno sprememb v sekvenci DNK in med drugim tudi za 
genotipizacijo SNP. Prva stopnja te analize je pomnožitev preučevane regije s klasično 
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metodo PCR v prisotnosti flourescentnega liganda. Ta ligand ima veliko afiniteto vezave na 
dvojno vijačnico molekule DNK in nam pomaga pri spremljanju pomnoževanja molekule DNK 
med reakcijo PCR. Pomnoženo regijo imenujemo amplikon.  Sledi analiza HRM, kjer se zmes 
postopoma segreva od 50-95 °C in na neki točki pride do ustrezne temperature (T1) ter 
posledično taljenja dvojne vijačnice v dve ločeni verigi. T1 je odvisna od sekvence, in sicer 
par C in G se povezujeta s tremi vodikovimi vezmi, potrebujeta višjo temperaturo za 
prekinitev vezi, med tem ko se A in T povezujeta z dvema vodikovima vezema in je T2 nižja. 
Višje je temperatura, več pomnožene DNK bo razpadlo in višji bo upad flourescence. Metoda 
HRM je izredno občutljiva in lahko zazna že spremembo ene baze v nukleotidnem zaporedju.  
Ker je sekvenca v amplikonu povsod enaka, razen na mestu SNP-ja, pride ravno pri slednjih 
do razlik. Dodana vrednost metodi HRM je uporaba flourescenčnih barvil, ki na začetku 
analize riše na grafu visoko krivuljo, ob doseženi temperaturi T1, pa flourescenca možno 
upade. S primerjavo talilnih temperatur ter obliko krivulij med posameznimi vzorci je moč 
določiti genotip za posamezen SNP.  
2.3.3. RFLP 
Pomnoževanju željenega odseka DNK, sledi RFLP, ki je reakcija z restrikcijskimi 
encimi (RE) oziroma natančneje, restrikcijskimi endonukleazami. Vsak RE je 
specifičen in  reže DNK na točno določenem mestu (restrikcijsko mesto), kjer 
prepozna določeno zaporedje nukleotidov. Odseki DNK, ki nastanejo po razrezu z 
encimom, se imenujejo restrikcijski fragmenti. Pri izbiri RE si pomagamo s 
programskimi orodji, kot je npr. GeneRunner. Za genotipizacijo SNP z RFLP metodo 
potrebujemo PCR produkt (pomnoženo zaporedje nukleotidov okoli tarčnega SNP). 
Po PCR reakciji produktu dodamo pufer in RE. To nato inkubiramo približno 16 ur na 
temperaturi T = (37 – 65)°C, odvisno kateri encim izberemo. 
2.3.4. Priprava agaroznega gela 
Za pripravo 2 % agaroznega gela smo potrebovali 0,8 g agaroze, ki smo jo raztopili v 
40 ml  pufra TBE v erlenmajerici. Nato smo slednjo postavili v mikrovalovno pečico 
za 2-3 min, da se je agaroza popolnoma raztopila. V mešanico smo kanili 3 µL 
etidijevega bromida (0,5 μg/mL) in raztopino vlili na pripravljen nosilec z vloženimi 
glavnički. Ti omogočajo mesto za nanos vzorcev po tem ko se gel strdi in jih 
odstranimo. Gel smo potopili v pufer TBE, na dno praznih mesta gela pa  vnesli s 
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pipeto 10 µL vzorca in 5 µL barvila ksilen-cianol. Vklopili smo napravo za 
elektroforezo, ki je tekla 20 min pod napetostjo 150 V. 
2.3.5. Analiza DNK fragmentov 
Po koncu elektroforeze smo odstranili gele in jih položili v transluminator G: BOX 
(Syngene, ZDA) za detekcijo genotipov z ultravijolično svetlobo (λ = 365 nm). Pri 
detekciji smo uporabljali računalniški program GeneTools (Syngene, ZDA), s pomočjo 
katerega smo iskali začetne nukleotide in restrikcijska mesta. Slednje smo uporabili 
za vsak alel in v primeru SNP-jev, so se restrikcijska mesta spremenila. To se je 
kazalo s pojavljanjem različnih lis, na podlagi katerih smo nato določali ali gre za 
homozigot ali heterozigot.  
2.3.6.Genotipizacija CYP1A1(rs1799814) in CYP2A13 (rs138089886) 
Genotipizacija CYP1A1(rs1799814) in CYP2A13 (rs138089886) je bila izvedena z metodo PCR, 
ki ji je sledila metoda RFLP. Začetni oligonukleotidi in restrikcijski encimi so bili izbrani s 
pomočjo programa GeneRunner (Hastings Software Inc.). Končni volumen PCR mešanice je 
bil 10 µL, vanj pa smo vnesli 50 ng genomske DNK, 2 mM MgCl2+, 0,2 Mm dNTPmic, 10 mMTris-
HCl in 0,25 U Taq polimeraze (Fermentas). Pogoji, pod katerimi je potekala PCR, zaporedje 
in koncentracija začetnih oligonukleotidov so prikazani v Tabeli 1. Reakcija PCR je bila 
izvedena s PCR thermocycler-om (TProfessionalBasick, Biometra GmbH, Germany). Pred 
postopkom RFLP smo optimizirali koncentracijo restrikcijskih encimov (RE) in pridobili 
tistega, ki pri najnižji količini najbolj optimalno reže zaporedje DNK. Produkti PCR so bili 
čez noč inkubirani in razrezani pod 37 °C. Nato smo produkte PCR dali na elektroforezo v 2% 
agarozni gel, po poteku elektroforeze pa je sledila analiza na ultravijoličnem 
transluminatorju. Restrikcijski encimi in dolžina fragmentov po inkubaciji so prikazani v 
Tabeli 1. 
Tabela 1: Sekvence začetnih oligonukleotidov, prilagajanje temperature in velikosti PRC produkta; restrikcijski encim, koncentracija encoma in velikost fragmentov po restrikciji za CYP1A1 (rs1799814) ter CYP 2A13 (rs138089886) za potrebe polimorfizmov dolžine restrikcijskih fragmentov (RFLP). 
Gen Nukleotidno zaporedje 5'-3' Končna koncentracija začetnega oligonukleotida(nM) 
Ta (°C) 
Velikost produktov PCR (bp) 
Restrikcijski encim Koncentracija encima (Units) Alleli Velikost fragmentov DNA po restrikciji (bp) 
CYP1A1 rs1799814 F-CTGTCTCCCTCTGGTTACAGGAAGC 187,5 62 318 Bsal 2,0 A  C 
AA AC CC 
204 204+150+54 150+54  R-TTCCACCCGTTGCAGCAGGATAGCC 
CYP2A13 rs138089886 F-CCTGGACAGATGCCTTTAACTCCG 300 60 730 Hha I 1,5 C  T 
CC CT TT 
332 332+233+99 233+99  R-TGGCTTTGCACCTGCCTGCACT 
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2.3.7 Genotipizacija CYP1B1(rs1056837)in COMT(rs4680) 
Genotipizacijo CYP1B1 (rs1056837) in COMT (rs4680) smo izvedli z metodo HRM in analizo 
flourescenčne krivulje, po končani predhodni reakciji PCR s padajočo temperaturo prileganja 
začetnih oligonukleotidov v prisotnosti flourescentnega liganda. Začetni nukleotidi  so bili 
ustvarjeni s pomočjo spletnega portala Primer 3 (http://simgene.com/Primer3) in izdelani 
pri podjetju Sigma (Steinheim, Nemčija). Zaporedje začetnega nukleotida se nahaja v Tabeli 
2. Reakcija PCR je bila izvedena na napravi LightCycler® 480 detectionsystem (RocheApplied 
Science, Mannheim, Nemčija). Pred izvedbo analize smo optimizirali koncentracijo Mg2+. 
Vzorci so bili pomnoženi v reakcijski mešanici, ki je vsebovala 2 µL genomska DNK (2.5 
ng/µL), 2 krat po 3 µL LightCycler® 480 High Resolution Melting Master Mix(Roche Applied 
Science, Mannheim, Germany), 200 nM vsakega od dveh začetnih oligonukleotidov in vodo 
brez RNaze v končnem volumnu 10 µL. Koncentracija Mg2+ in zaporedje začetnih nukleotid 
je prikazano v Tabeli 2. Postopek reakcije PCR s padajočo temperaturo prileganja začetnih 
oligonukleotidov je bil sledeč: začetna denaturacija pri 95°C za 10 min, nato je sledilo 45 
10 s ciklov denaturacije pri 95°C in nato še 15 s na 65°C (sekundarna tarčna temperature 
53°C, z 0.5°C/step) ter 10 s pri 72°C. Analiza krivulje HRM je bila opravljena pri 
tempraturnem razponu talilne krivulje med 65°C in 95 °C, pri čemer smo dobili 25 signalov 
za vsako zvišanje temperature za 1°C. 
Tabela 2: Sekvenca začetnih oligonukleotidov, koncentracija Mg2+ za potrebe analize krivulje talilnosti (HRM). 
Gen SNP Nukleotidno zaporedje 5'-3' Koncentracija Mg2+ [mM] 
CYP1B1  rs1056837 F-GACCCAGTGAAGTGGCCTAA 2 R- TCATCACTCTGCTGGTCAGG 
COMT  rs4680 F- CATCACCATCGAGATCAACC 3 R- CCCTTTTTCCAGGTCTGACA 
 
2.4. Statistična obdelava 
Za statistično obdelavo podatkov smo uporabili programsko opremo IBM® SPSS® 
Statistics Version 22 (International Business MachinesCorp. 2013). Genetske 
polimorfizme smo izrazili kot dvo variantne deskriptivne parametre, bodisi kot 
primerjavo obeh alelov bodisi kot primerjavo dveh modelov, pri čemer smo 
predpostavili dominantni ali recesivni vpliv na posamezni fenotip. Glede na lastnosti 
posameznih izmerjenih parametrov, smo izbrali ustrezno statistično metodo. Za 
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asociacijske analize smo uporabili dvo stranski Fisherjev test, hi kvadrat test, Mann-
Whitney test in Student t-test. Za analizo kliničnih podatkov smo vključili naslednje 
parametre: vse SNP, adenomiozo, starost ob diagnozi, BMI, uživanje OKC, uživanje 
gestagnov, starost ob prvem spolnem odnosu, vnetje in kajenje. Nismo pa izvedli 
Bonferroni korekcije v naši statistični analizi, z namenom, da bi se izognili nepotrebni 
napaki tipa II. Statistična signifikanca se smatra ob vrednosti verjetnosti pod 0,05 (p 
< 0,05).  
 
3. REZULTATI V raziskavo je bilo vključenih 314 prostovoljcev od katerih je imelo 180 bolnic MM. 
Natančneje: 84 bolnic s SM ter 96 bolnic z MM, 42 preiskovank s klinično preiskavo 
dokazano odsotnostjo miomov ter 92 predstavnikov splošne populacije. 
Alelna frekvenca obravnavanih genov CYP1A1 (rs1799814), CYP2A13 (rs138089886), CYP1B1 
(rs1056837) ter COMT (rs4680 je podana v Tabeli 3 in prikazuje odstotke posameznih 
genotipov glede na prisotnost patologije. Genotipska frekvenca obravnavanih genov je 
podana v Tabeli 4, kjer so prikazani odstotki posameznih genotipov glede na patologijo.  
Tabela 3:Allelna frekvenca genov CYP1A1, CYP2A13, CYP1B1 ter COMT pri ženskah z miomi, solitarnimi miomi, multiplimi miomi, ginekološkimi kontrolami ter vzorcem splošne populacije. 
Gene (SNP) Alel 
Alelna frekvenca vsi MM (n=180) 
Alelna frekvenca SMM (n=84) 
Alelna frekvenca MMM (n=96) 
Alelna frekvenca GIN CON1 (n=42) 
Alelna frekvenca CON2 (n=92) 
CYP1A1 A 0,045 0,036 0,053 0,036 0,77 C 0,955 0,964 0,947 0,964 0,923             
CYP2A13 C 0979 0,975 0,984 0,976 0,961 T 0,002 0,025 0,016 0,024 0,039             
CYP1B1 A 0,551 0,548 0,553 0,435 0,494 G 0,449 0,452 0,446 0,565 0,506             
COMT C 0,570 0,578 0,564 0,537 0,544 T 0,429 0,421 0,436 0,463 0,456                     
                                                      
1 Ginekološka kontrola 
2 Splošna populacija 
 22  Krajnc B, Končnik R 
 
Alelno frekvenco smo nato primerjali glede na prisotnost patologij za vsak obravnavan gen. 
Rezultati so prikazani v Tabeli 5.  
 
Genotipske skupine smo nato za vsak obravnavan gen primerjali me seboj tako za dominantni 
kot recesivni model. Vsi miomi v primerjavi (v nadaljevanju vs.) združenim 
kontrolam(ginekološke kontrole z vzorcem splošne populacije); vsi miomi vs.  ginekološke 
kontrole; vsi miomi vs. vzorec zdrave splošne populacije; solitarni miomi vs.  združene 
kontrole; solitarni miomi vs. ginekološke kontrole; solitarni miomi vs. vzorec splošne 
populacije; multipli miomi vs. združene kontrole; multipli miomi vs. ginekološke kontrole; 
Tabela 4:Genotipska frekvenca genov CYP1A1, CYP2A13, CYP1B1 ter COMT pri ženskah z miomi, solitarnimi miomi, multiplimi miomi, ginekološkimi kontrolami ter vzorcem splošne populacije.  
Gen (SNP) Genotip 
Genotipska frekvenca - vsi MM (n=180) 
Genotipska frekvenca  - SMM (n=84) 
Genotipska frekvenca - MMM (n=96) 
Genotipska frekvenca - 
GIN CON1 (n=43) 
Genotipska  frekvenca - CON (n=92) 
Genotipska frekvenca - GIN 
CON1+CON2 (n=135) 
CYP1A1 rs1799814 
AA 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,015 
AC 0,090 0,072 0,106 0,071 0,011 0,098 
CC 0,910 0,928 0,894 0,929 0,868 0,887 
CYP2A13 rs138089886 
CC 0,960 0,951 0,968 0,976 0,922 0,941 
CT 0,040 0,049 0,032 0,000 0,078 0,051 
TT 0,000 0,000 0,000 0,024 0,000 0,008 
CYP1B1 rs1056837 
AA 0,464 0,492 0,440 0,355 0,207 0,246 
AG 0,174 0,111 0,227 0,161 0,575 0,466 
GG 0,362 0,397 0,333 0,484 0,218 0,288 
COMT rs4680 
CC 0,310 0,325 0,298 0,317 0,300 0,305 
CT 0,520 0,506 0,532 0,439 0,489 0,473 
TT 0,170 0,169 0,170 0,244 0,211 0,221 
Tabela 5:Statistična analiza obravnavanih genov ter alelne frekvence v odvisnosti od prisotnosti patologije 
Gene (SNP) 
Statistična analiza 
Vsi MM vs. GIN CON + CON 
Vsi MM vs. GIN CON 
Vsi MM vs. CON 
SMM vs. GIN CON + CON SMM vs. GIN CON SMM vs. CON 
MMM vs. GIN CON+CON 
MMM vs. GIN CON MMM vs.CON MMM  vs. SMMi 
CON vs. GIN CON 
CYP1A1 
p vrednost 0,367 1 0,164 0,272 1 0,113 0,691 0,76 0,403 0,61 0,283 OR 0,693 1,278 0,568 0,549 1,013 0,45 0,823 1,517 0,674 0,668 0,444 
95% CI 0,344-1,399 0,364-4,491 0,271-1,191 0,212-1,423 0,247-4,153 0,169-1,200 0,368-1,839 0,407-5,273 0,291-1,559 0,237-1,878 0,124-1,590 
CYP2A13 
p vrednost 0,425 0,683 0,232 0,768 1 0,533 0,36 0,643 0,309 0,709 0,717 OR 1,709 1,218 1,957 1,386 0,988 1,601 2,14 1,525 2,473 0,648 1,622 
95% CI 0,611-4,779 0,248-5,973 0,653-5,977 0,410-4,682 0,177-5,507 0,443-5,788 0,560-8,183 0,250-9,303 0,608-10,056 0,143-2,937 0,320-8,221 
CYP1B1 
p vrednost 0,133 0,123 0,288 0,226 0,165 0,413 0,213 0,175 0,375 1 0,461 OR 1,313 11564 11234 1,318 1,569 1,239 1,309 1,559 1,231 1,006 0,789 
95% CI 0,927-1,859 0,898-2,723 0,845-1,804 0,854-2,034 0,851-2,895 0,782-1,962 0,870-1,971 0,860-2,827 0,796-1,904 0,626-1,617 0,440-1,415 
COMT 
p vrednost 0,564 0,623 0,644 0,612 0,681 0,661 0,701 0,692 0,753 0,913 1 OR 1,106 1,13 1,095 1,123 1,147 1,111 1,092 1,116 1,082 1,028 0,969 
95% CI 0,800-1,528 0,697-1,833 0,762-1,574 0,753-1,674 0,670-1,1964 0,722-1,712 0,749-1,593 0,663-1,880 0,717-1,632 0,669-1,577 0,574-1,636 
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multipli miomi vs. vzorec splošne populacije; multipli miomi vs. solitarni miomom ter vzorec 
splošna populacije vs. ginekološke kontrole. Rezultati so prikazani v Tabeli 6, Tabeli 7 ter 
Tabeli 8. Primerjali smo pa tudi anamnestično vzete podatke o dejavnikih tveganja glede na 
genotipsko in alelno frekvenco, kar pa prikazujeta Tabeli 9a ter 9b.  
Tabela 6:Rezultati statistične analize obravnavanih genov vzorcev združenih miomov z združenimi kontrolami, ginekološkimi kontrolami ter vzorcem splošne populacije. 
     Gen (SNP) Statistična analiza Vsi MM
1 vs.GIN CON2+CON3 Vsi MM vs. GIN CON Vsi MM vs. CON dominant recessive dominant recessive dominant recessive 
CYP1A1 p vrednost 0,183 NI NA 1 0,114 0,299 OR 1,015 NI NA 0,774 NA 1,528 95% CI 0,994-1,037 NI NA 0,215-2,789 NA 0,690-3,386 
CYP2A13 p vrednost 0,578 NI 1 0,191 227 NA OR 1,505 NI 0,596 1,025 2016 NA 95% CI 0,514-4,407 NI 0,071-4,986 0,977-1,076 0,654-6,211 NA 
CYP1B1 p vrednost 4,06*10^-4 NI 0,32 0,225 1,10*10^-4 0,026 OR 2,654 NI 1,572 0,606 3,315 2,033 95% CI 1,553-4,538 NI 0,701-3,529 0,276-1,329 1,788-6,146 1,099-3,764 
COMT p vrednost 1 NI 1 0,269 0,889 0,407 OR 1,022 NI 0,967 0,633 1,048 0,763 95% CI 0,624-1,673 NI 0,465-2,014 0,280-1,433 0,601-1,826 0,400-1,454 
1 Miomi maternice 2 Kontrolna skupina - preiskovanke z potrjeno odsotnostjo  3 Kontrolna skupina- splošna populacija 
 
 
 
Tabela 7:Rezultati statistične analize obravnavanih genov vzorcev solitarnih miomov z združenimi kontrolami, ginekološkimi kontrolami ter vzorcem splošne populacije. 
Gen (SNP) Statistična analiza SMM
1  vs. GIN CON2+CON SMM1 vs.GIN CON2 SMM1 vs.CON3 dominant recessive dominant recessive dominant recessive 
CYP1A1 p vrednost 0,525 0,358 NA 1 0,498 0,222 OR NA 1,631 NA 0,987 NA 1,949 95% CI NA 0,607-4,387 NA 0,234-4,160 NA 0,697-5,455 
CYP2A13 p vrednost 1 1 0,662 0,336 0,527 NA OR 1,214 1,009 0,481 1,025 1,627 NA 95% CI 0,344-4,290 0,992-1,026 0,052-4,450 0,977-1,076 0,441-6,003 NA 
CYP1B1 p vrednost 1 0,183 0,271 0,507 3,71*10^-4 0,029 OR 2,973 1,625 1,761 0,702 3,714 2,355 95% CI 1,556-5,682 0,854-3,092 0,726-4,273 0,295-1,669 1,814-7,601 1,150-4,821 
COMT p vrednost 0,877 0,475 1 0,339 0,714 0,557 OR 1,094 0,714 1,036 0,63 1,122 0,759 95% CI 0,597-2,003 0,346-1,475 0,459-2,334 0,249-1,595 0,582-2,163 0,347-1,659 
1 Solitarni miomi maternice 2 Kontrolna skupina - preiskovanke z potrjeno odsotnostjo  3 Kontrolna skupina- splošna populacija 
Tabela 8:Rezultati statistične analize obravnavanih genov vzorcev multiplih miomov z združenimi kontrolami, ginekološkimi kontrolami ter vzorcem splošne populacije in statistične analize vzorcev splošne populacije proti ginekološkim kontrolam. 
Gene (SNP) Statistična analiza MMM vs. GIN CON+CON MMM vs.GIN CON MMM vs.CON MMM vs.SMM CON vs. GIN CON dominant recessive dominant recessive dominant recessive dominant recessive dominant recessive 
CYP1A1 
p vrednost 0,513 1,000 NA 0,754 NI 0,654 NA 0,601 1 0,387 OR 1,015 0,68 NA 0,646 NI 1,276 NA 1,528 NA 1,975 
95% CI 0,994-1,037 0,457-2,492 NA 0,168-2,480 NI 0,522-3,118 NA 0,530-4,402 NA 0,526-7,407 
CYP2A13 
p vrednost 0,518 1,000 1,000 0,306 NI NA 0,706 NA 0,419 0,347 OR 1,829 NA 0,750 NA NI NA 0,642 NA 3,38 NA 
95% CI 0,476-7,526 NA 0,076-7,433 NA NI NA 0,139-2,956 NA 0,393-29,082 NA 
CYP1B1 
p vrednost 0,007 0,525 0,517 0,187 NI 0,113 0,608 0,48 0,144 0,01 OR 2,411 1,235 1,429 0,533 NI 1,789 1,233 1,316 2108 3,355 
95% CI 1,298-4,479 0,662-2,0305 0,601-3,395 0,227-1,251 NI 0,889-3,601 0,630-2,415 0,656-2,641 0,857-5,187 1,407-7,999 
COMT 
p vrednost 1,000 0,400 0,841 0,347 NI 0,574 0,741 1 0,841 0,658 OR 0,965 0,721 0,914 0,636 NI 0,767 1,133 0,99 1,083 1,205 
95% CI 0,542-1,720 0,366-1,421 0,414-2,018 0,260-1,553 NI 0,366-1,604 0,591-2,171 0,444-2,210 0,488-2,405 0,503-2,890 
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Tabela 9a: Pozitivnih povezav kliničnih podatkov z CYP1B1 za zvezne podatke.  
Gen Vzorec  Klinični podatki Allelni model Recesivni model 
p A G p GG AA+AG 
CYP1B1 
rs1056837 
Vsi miomi Estradiol 0,037 0,480 0,265 NS NS NS 
Čas jemanja OKC 0,014 6,000 4,000 0,014 4,000 6,500 
 
 
Tabela 9b: Pozitivnih povezav kliničnih podatkov z CYP1B1 za parametrične podatke. 
Gen Vzorec  Klinični 
podatki 
Allelni model  Dominantni model   Recesivni model 
p OR 95% interval 
zaupanja 
Allelna mediana p OR 
 
95% interval 
zaupanja 
Genotipska 
mediana 
p 
 
OR 
 
95% interval 
zaupanja 
Genotipska mediana 
Spodnja 
meja 
Zgornja 
meja 
A G Spodnja 
meja 
Zgornja 
meja 
AA AG+GG Spodnja 
meja 
Zgornja 
meja 
GG AA+AG 
CYP1B1 
rs1056837 
Solitarni Kajenje 0,005 0,299 0,299 0,699   NS NS NS NS   NS NS NS NS   
 Da     46,2 35,8 NS NS NS NS 
 Ne     53,8 79,6 NS NS NS NS 
 Multipli Vnetje 0,002 0,262 0,112 0,613   0,005 0,173 0,052 0,570   NS NS NS NS   
Da     40,3 15,0 48,3 13,9 NS NS 
Ne     59,7 85,0 51,7 86,1 NS NS 
  Allelna mediana  Genotipska 
mediana 
 Genotipska mediana 
C T CC CT+TT TT CC+CT 
COMT 
rs4680 
Solitarni Kajenje NS NS NS NS   NS NS NS NS   0,043 7,500 0,898 62,650   
Da     NS NS     NS NS     90,8 57,1 
Ne     NS NS     NS NS     9,1 42,9 
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3.1. Asociacijska analiza izbranih SNP 
Statistično pomembne razlike smo našli med SNP rs1056837 gena CYP1B1 in bolnicami z MM. 
Frekvenca genotipa AA pri SNP rs1056837 je bila pri vseh miomih (MM+SMM+MMM) (46 %) v 
primerjavi z vsemi kontrolami, pri katerih je bila frekvenca 24,6% (p = 0,0004, OR = 2,657, 
95% CI = 1,553-4538) v dominantnem modelu (AA vs. AG+GG). Prav tako smo našli 
signifikantno višjo frekvenco genotipa AA pri SNP rs1056837 pri vseh miomih (46 %) v 
primerjavi z splošno populacijo (20,7 %) v dominantnem modelu (AA vs. AG+GG) (p = 0,0001, 
OR = 3,315, 95% CI = 1,788-6,146). V recesivnem modelu (GG vs. AA+AG) pri rs1056837 smo 
našli signifikantno višjo frekvenco pri vseh miomih (36,2 %) v primerjavi s splošno populacijo 
(21,8 %)(p = 0,026, OR = 2,033, 95% CI = 1,099-3,761). Asociacija je bila statistično 
signifikatna tudi, ko smo primerjali SMM in splošno populacijo med seboj pri rs1056837, kjer 
je bila frekvenca genotipa AA pri SMM (49,2 %),v primerjavi s frekvenco AA pri splošni 
populaciji (20,7 %) v dominantem modelu (AA vs. AG+GG) (p = 0,0004, OR = 3,714, 95% CI = 
1,814-7,601). Statistična signifikanca je bila odkrita tudi v recesivnem modelu (GG vs. 
AA+AG) pri rs1056837 ko smo primerjali SMM in splošno populacijo med seboj. Frekvenca GG 
pri SMM je bila višja (39,7 %) kot pri splošni populaciji (21,8 %) (p = 0,029, OR = 2,355, 95% 
CI = 1,150-4,821). Ob primerjavi MMM z vsemi kontrolami pri rs1056837 je bila zaznana 
statistična signifikanca, in sicer ob primerjavi dominatnega modela (AA vs. AG+GG) s 
frekvenco AA (44,0%) pri MMM in AA(24,6%) pri združenih kontrolah (p = 0,007, OR = 2,411, 
95% CI = 1,296-4,479). Za druge testirane SNP ni bilo moč odkriti nobenih signifikantnih razlik 
v genotipu ali alelnih frekvencah med bolnicami in kontrolami. 
3.2. Asociacijska analiza izbranih SNP-jev s kliničnimi podatki 
Ob primerjavi izbranih SNP-jev s kliničnimi podatki bolnic znotraj posamezne fenotipske 
skupine, smo odkrili signifikantno razliko med SMM in MMM. Pri vseh miomih smo našli 
asociacijo z rs1056837 v alelnem modelu, in sicer serumsko koncentracijo 17-ßestradiola 
natančneje v folikularni fazi menstrualnega ciklusa (p = 0,037).  Koncentracija 17-ßestradiola 
pri alelu A je bila 0,480 nmol/L, pri alelu G pa 0,265 nmol/L. V isti skupini smo našli 
asociacijo med  uživanjem OKC in rs1056837 pri alelnem modelu A vs. G (0,014)  ter 
recesivnem modelu GG vs. AA+AG (0,014). Povprečen čas uživanja OKC pri alelu A je bil 6 
let, pri alelu G pa 4 leta. V recesivnem modelu pri izraženem genotipu GG je bil povprečen 
čas uživanja OKC 4 leta, pri AA+AG pa 6,5 let. Pri SMM je bila odkrita statistično signifikatna 
asociacija z rs1056837 s kajenjem (p = 0,005, OR = 0,299, 95 % CI = 0,299-0,699), in sicer v 
alelnem modelu A vs. G; osebe z alelom A so kadile v 46,2 %,medtem ko so osebe z alelom 
G kadile v 35,8 %.  
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Prav tako je bil statistično signifikatna asociacija pri MMM z rs1056837 in vnetjem v alelnem 
modelu A vs. G; bolnice z alelom A so imele v anamnezi prebolelo vnetje rodil v 40,3 
%,medtem ko so tiste z alelom G prebolele vnetje rodil v 15,0%. V dominantnem modelu 
(AA+AG vs. GG) smo zaznali pomembno signifikanco pri MMM z rs1056837 in vnetjem(p = 
0,002, OR = 0,262 9 5% CI = 0,112-0,613); bolnice z genotipom GG so imele v anamnezi 
prebolelo vnetje rodil v 48,3 %,medtem ko so z genotipi AG+GG imele prebolelo vnetje rodil 
v 13,9 %. 
Zadnja izmed odkritih klinično signifikantnih asociacij je med SMM ter rs4680 pri kliničnem 
podatku o kajenju, in sicer po recesivnem modelu(GG vs. AA+AG)(p = 0,043, OR = 7,500, 95% 
CI = 0,898-62,650); odstotek bolnic z genotipom TT, ki so kadile, je znašal 90,8 % medtem 
ko pri genotipih CC ter CT znaša ta odstotek 57,1 %.  
4. DISKUSIJA 
MM predstavljajo multifaktorsko bolezen, kjer interakcije med genetskimi in okolijskimi 
dejavniki pomembno prispevajo k razvoju tumorja. Rast in razvoj MM sta pogojena s strani 
estrogena [34]. V biosintezo steroidnih hormonov je vpet sistem encimov citokrom P450, ki 
vpliva na endokrino uravnavanje kot tudi toksičnost estrogenov [35]. Glavni predstavniki 
omenjenega sistema so encimi CYP1A1, CYP1B1, CYP2A13 ter dodatno COMT, ki ima prav 
tako vidno vlogo pri uravnavanju estrogena. Genetski polimorfizem v encimih, ki vplivajo na 
metabolično pot estrogena, lahko vplivajo na patogenezo MM [20][36]. V raziskavi smo 
preverili asociacijo 4 SNP-jev CYP1A1, CYP1B1, CYP2A13 ter COMT in njihovo povezanost z 
pojavnostjo MM pri slovenski populaciji.  
V raziskavi opravljene asociacijske analize polimorfizma SNP rs1056837 (CYP1B1) smo 
ugotovili, da prisotnost genotipov AA in GG signifikantno poveča tveganje za razvoj MM v 
populaciji slovenskih bolnic. Do sedaj je bila izvedena le ena primerjalna raziskava, in sicer 
na populaciji Han-kitajk, ki opisuje mejno vrednost glede statistično signifikantne pojavnosti 
MM ter rs1056837 (CYP1B1) [37]. Statistična signifikantnost 1056837 (CYP1B1) je bila odkrita 
tudi v povezavi s pojavnostjo karcinoma endometrija [14JR]. 
Statistična analiza klasičnega dominantnega in recesivnega modela pri CYP1B1, ki 
predpostavljata kateri alel je dominanten nad drugim, ni pokazala enega samega 
prevladujočega alela. Smo pa ugotovili, da smo tako po dominantnem kot po recesivnem 
modelu dobili rizične genotipe za nastanek fenotipa. Zaradi tega smo naredili dodatno 
statistično analizo z aditivnim modelom, ki nam je pokazal, da imata oba homozigota 
približno enako dovzetnost za bolezen, hkrati pa so bili heterozigoti v 90% zdravi. Iz tega 
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lahko sklepamo, da je pri genu CYP1B1 ko-dominanten vpliv alelov na nastanek bolezni 
(fenotipa). Dodatno se nam ti omenjeni rezultati skladajo z rezultati statistične analize po 
alelnem modelu, kjer ni bilo izražene nobene signifikance. Rezultati z omenjenimi rizičnimi 
genotipi so zanimivi in nepričakovani, zato razumevanje ozadja le-tega zahteva nadaljnje 
raziskave. Zaščitna vloga heterozigotnih genotipov je pri infekcijskih boleznih sicer splošno 
znana, med tem ko pri neoplazmah o tem še ni bilo dovolj raziskanega. 
Gen CYP1B1 se nahaja na 2. kromosomu, natančneje v regiji 2p21-p22, s trenutno poznanimi 
42 alelnimi variantami. Gen sestoji iz treh eksonov in dveh intronov [38]. S strani gena 
kodiran encim s svojo aktivnostjo pretvarja 17b-estradiol v katehol estrogen, 4-
hidroksiestradiolin 2-hidroksiestradiol.  Metabolna aktivacija 4-hidroksi estrogenov inducira 
DNK poškodbo preko hidroksilacijo gvaninskih baz. Ob tem se pojavljajo dodatni predlogi, 
da oksidacija 4-hidroksiestrogenov vodi v nastanek estrogensko odvisnih neoplazem, kot je 
na primer karcinom endometrija [39].  
V našem raziskovanju smo med drugim preverili tudi SNP rs1799814 (CYP1A1). Gre za gen, ki 
se nahaja na dolgi ročici 15. kromosoma, natančneje v regiji 15q24.1 in kodira encim iz 
družine citokrom P450, katerega naloga je hidroksilacija 2-OH katehol estrogenov, kar 
inducira okvaro DNK in ima vlogo pri od estrogena odvisni karcinogenezi [40][41]. Njegova 
vloga je primerljiva z vlogo encima CYP1B1, kar pa je pričakovano, glede na to, da prihajata 
iz iste encimske družine. V dveh obravnavanih asociacijskih študijah SNP [41][41] so ugotovili 
statistično pomembno asociacijo rs1799814 z zmanjšanim tveganjem za razvoj 
endometrijskega karcinoma. Naši rezultati niso izkazali signifikantne povezave med  
rs1799814 in pojavi miomov maternice. 
Naslednji SNP, vključen v študijo, je rs138089886 (CYP2A13). Tako kot prej omenjena encima 
CYP1A1 in CYP1B1 spada encim CYP2A13, ki ga kodira istoimenski gen, v družino citrokrom 
P450. Gen CYP2A13 je lociran na dolgi ročici 19. kromosoma. V študiji Herr et al. [43] so 
preiskovali drug SNP v primerjavi z našim, vendar zaključili, da je CYP2A13 povezan z 
nastankom MM pri kavkazijkah. V naši raziskavi rs138089886 ni prišlo do signifikatnih 
asociacij. 
Zadnji v seriji kandidatnih SNP, ki smo jih obravnavali je rs4680 (COMT). Lociran je na 
kromosmu 22, natančenje v regiji 22q11.21. Ob omenjeni SNP so poznani še 3 SNPji 
omenjenega gena. Opisan SNP sodeluje v metabolizmu estrogena in dopamina, zavoljo česa 
je njegova vloga opazna tudi v nevrologiji. Študije opisujejo povezavo rs4680 s pojavnostjo 
MM; povezava je bila najdena med Han-kitajsko populacijo [36]. 
 28 Krajnc B, Končnik R 
V statistični analizi kliničnih podatkov se je signifikanca izrazila pri rs1056837 (CYP1B1), in 
sicer za kajenje, serumski nivo estradiola, povprečen čas uživanja OKC in anamnestični 
podatek o vnetju rodil, povzročen z bakterijo Chlamydia trachomatis.   
Signifikanca rs1056837 ob podatku za kajenje se je pokazala v SMM alelnem modelu, kjer je 
alel A bil izražen skoraj polovici kadilk (46,2 %), med tem ko je ob alelu G bilo le-teh zgolj 
tretjina (35,8 %). Iz tega lahko sklepamo, da se ob izraženosti alela A pojavi povečano 
tveganje za nastanek MM. V literaturi smo našli različne študije, ki si med seboj 
nasprotujejo, saj nekatere predstavljajo vpliv kajenja kot zaščitni dejavnik, druge pa 
slednjega kot dejavnik tveganja [44][45][46]. 
Signifikantno povezavo smo odkrili pri rs1056837 tudi za anamnezo vnetja in pojavnost MMM,  
in sicer v alelnem ter dominantnem modelu. Ob tem izpostavljamo, da okužba rodil vodi v 
vnetno reakcijo, kar povzroča lokalno zvišane ravni vnetnih mediatorjem in 
predpostavljamo, da s tem vpliva tudi na rast MM. 
Pri omenjenem genu rs1056837 smo odkrili tudi povezavo s pojavnostjo MM ter povezavo s 
serumskimi nivoji estradiola, namreč ob izraženi alelni frekvenci A je bila povprečna 
vrednost estradiola zvišana. Estradiol ima že uveljavljeno vlogo pri rasti MM, in sicer preko 
vezave na α in β estrogenski receptorski podtip in zvišuje gensko ekspresijo rastnih 
dejavnikov [47][48]. 
Vpliv uživanja OKC na pojavnost tveganja za razvoj MM se v študijah razlikuje, kajti nekateri 
mu pripisujejo zaščitno vlogo, medtem ko pri drugih študijah povezava ni bila opažena 
[49][50]. Rezultati omenjenih študij so nezanesljivi zavoljo omejitev pri načrtovanju študij. 
Naši rezultati pa kažejo signifikantno povezavo, in sicer pri rs1056837 med časom uživanja 
OKC. Bolnice z MM in z izraženim alelom A so OKC jemala dalj časa, povprečno 6 let, v 
primerjavi z osebami z alelom G-ki so OKC jemala v povprečju 4 leta. 
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5. ZAKLJUČEK 
Obravnavani geni CYP1A1, CYP1B1, CYP2A13 ter COMT so imeli v raziskavah opredeljeno 
vlogo v patogenezi MM. Ti geni so vpeti v metabolizem estrogena in v obziru, da MM 
prestavljajo hormonsko odvisne tumorje, med katerimi vidno vlogo ob progesteronu odigra 
ravno estrogen smo jih obravnavali tudi v naši raziskavi.  
Kot prvi smo preverili izvedli asociacijsko študijo izbranih SNP v kandidatnih genih CYP1A1, 
CYP1B1, CYP2A13 ter COMT  in pojavnost MM pri slovenski populaciji. Analizirali smo vpliv 
genotipa glede na fenotipsko značilnost SMM oz. MMM. Dokazali smo, da se bolnice z MM 
statistično signifikantno razlikujejo od zdravih kontrol v SNP rs1056837 glede genotipa AA 
ter GG, ki povečujejo tveganje za nastanek bolezni. Slednje smo dokazali s statistično 
analizo klasičnega dominantnega in recesivnega modela in s tem smo ugotovili, da imata oba 
homozigota približno enako dovzetnost za bolezen, hkrati pa so bili heterozigoti v 90% zdravi. 
Iz tega lahko sklepamo, da je pri genu CYP1B1 ko-dominanten vpliv alelov na nastanek 
bolezni.  
Z analizo kliničnih podatkov, in sicer kajenje, čas jemanja OKC, prisotnost vnetja rodil ter 
nivo estradiola kot faktor tveganja za nastanek bolezni in primerjavo le-teh ter genetske 
predispozicije, smo dokazali tudi vpliv le-teh na samo patogenezo.  
Naši rezultati podajajo nova spoznanja in tako omogočajo nadaljnje raziskave in boljše 
poznavanje procesov razvoju MM. Odpirajo tudi možnosti za odkrivanje večje dovzetnosti za 
nastanek patologije ter tako omogočajo, da bodo  
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